® 



Europaiisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europ§en des brevets 



© Veroffentlichungsnummen 0 404 097 

A2 



® EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

® Anmeldenummer. 901 11 640,0 
@ Anmeldetag: 20.06.90 



® Inl CI.6: C07K 15/28, C12N 15/13, 
C12P 21/00 



® PHoritat 22.06.89 DE 3920358 

® VerOffentlichungstag der Anmeldung: 
27.12.90 Patentt>latt 90/52 

@ Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 



0 Anmelder: BEHRiNGWERKE 
Aktiengeselischaft 
Postfach 1140 
D-3550 Marburg 1(DE) 

® Erfinder: Bosslet, Klaus, Dr. 
Am Schlag 5 
D-3550 Marburg(DE) 
Erfinder: Hermentln, Peter, Dr. 
Salzkoppel 9 
D-3550 Marburg{DE) 
Erfinder Seemann, Gerhard, Dr. 
AufderEbertI 
D-3550 Marburg(DE) 
Erfinder: Kuhlmann, Ludwig, Dr. 
Berliner Strasse 57 
D-6093 Florshelm am l\/laln(DE) 
Erfinder: SteinstrSlsser, Axel, Dr. Dr. 
Zum Morgengraben 26 
D-6237 Uederbach(DE) 

© Vertreten Klein, Otto, Dr. et al 

Hoechst AG Zentrale Patentabtellung 
Postfach 80 03 20 
D-6230 Frankhjrt am Main 80{DE) 



^ VB^ndmg ""^ ^^"S^^P"^^'^'^^^ "^^no- und oligovalente Rezeptoren, ihre Her^telluhg und 

j^® Die Erfindung betrifft blspezifische und oligospezifische. mono- und oligovalente Rezeptoren, die gentech- 
<jn,sch durch Rision von fQr F(ab) Fragmente der Antikorper zweier oder mehrerer verschLener S^^^^^ 
kodierende DNA mittels geeigneter Unker hergestellt warden. Vorxugsweise 1st eine SpezifitSt di^^^^^^ 
S>Sl\" ? '''/f^^^^^^ l^'^ ^nterstltium befindliches Epitop eines TumorassLierten Cgen^^^^ 
® r d^V^l"?'' v^iteren^SpoziMten hochmolekulare oder niedermolekulare Ugandan betreffen^nd 
^rDTA YqS^^^^^ Diathylentriamlnpentaacetat in Y90 komplexierter Fomt 

2 Jin. I'^^'T' ^^""^ bevorzugten AusfDhrungsform erfolgt die BIndung mft 

^den Komplexonen ^ Komlexon-Rezeptor-Arm Dber fos-jun InterakBon (oder auch Avidin-Biotin InteraSon) 
Q Wertere bevorzugte SpezifitSten haben katalytische Bgenschaften. inxerawion). 

Q. 
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Blspezmsche und oligospezlfische. mono- und ollgovalente Re»ptoren, ihre Herstellung und Verwen- 

dung 

o ^"<^""9 betrrfft bispezifische und oligospezifische. mono- und ollgovalente Rezeptoren die 
gent^hn,sch durch Fusion von fOr Rab) Fragmente von Antikorper zweier Oder mehrerer veSent 

dabe. entweder gegen ein auf der Zellmembran oder im interstitium befindliches Epito7e^s xTmS 

SpezrfHaten hochmolekulare oder niedermolekulare Uganden betreffen und z.B. mit Z ^mZ^l 
Athytend,ammtetraacetat bzw. Diathylentriaminpentaacetat in Y90 komplexierter Form (EDTA Y90 b^ 
kZI * '""^'T- '? "'""^ bevorzugten AusfQhmngsform erfolgt die B indung mi, dTn 

« wZ«Tr "t.er fos-jun Interaktion <oder auch Avidin-Biotin Inte^ttion) 

TO Wertere bevorzugte Spezifitaten haben katalytisciie EigenschaHen. nreraiaion). 

Bispezifische Antikorper wurden bisher nach folgenden Methoden hergestellt 
Be~ KSmTX ""^'^^^"^^ '^^^^^^ heterobifunktionalle Unker (H. Pauius. 
« ■ h"? T"" ^'^^ v/orhandenen Hybriden. die verschiedene monoWonate AntikBrper (MAK) ausscheiden 

uS^ST^se'^^r/^^^^^ Na^A-d t: 

'JlTr^^l?""^^'' Kettengene rweier verschiedener MAK (4 Gene) in murine 

Mye omzellen Oder andere eukaryotische Expressionssysteme und Isolation des bispeziflsch-InovaTen en 
Anteiles OJ. 2immem,ann. Rev. Physio. Biochem. Pharmacol. 105 (1986), 176-260; J van Diik et al Int J 
so Cancer 43, (1989), 944-349). ' ®' ai.. int. J. 

Solche bispezifische AntikSrper werden zur Therapie und Diagnostik von malignen Tumoren einqesetzt 

. fn. rr,"'' ^""'"^ ^ ^♦^^ Schri« durch Injektlon des bispeziZen Som^ 

lekOls Ober langere Zeitraume und mit Hohen Dosen eine Absattigung der Epitope die^ e^^ der beiJe^ 
Spez^taten auf den ae^eilen erkannt warden, erreicht wird. Im zwien ScSritt^e/LreinTme r^^^^^^^^^ 

.rX^7lr ^""r"""^ ""^"^ Autoelimination des unspezifisch adsorbiertTn bSf" 

sclisn Antikorpers aus den nicht Zlelgeweben statt. o'spezm 

Di^e Autoelimination kann durch Injektion eines mit Zuckerresten. vorzugsweise Galactose oekoDoel- 

ni.h!t ''"'^^''^ radiomarkierten. hydrophllen. sich 

JLlri 17"^^;!"'"" niedemiolekularen Liganden mH kunzer Verweilzeit im Organismus de? hoSe 
Kompiexkonstanten fOr beta- und gamma-Strahler wie Re^". Re'". Re'" "nc oder '-'In ha, und ,n 
den die zweite Spe^t des bispezifischen Antikorpers mit hoher Affmitaf bindet. Durch dUrScl^rSt tirS 
e.ne Anre.chemng des radioaktiven Liganden. verbunden mit ISngerem Verbleib am Zielg^S^ erS? 

Die Erfindung stellt nun bispezifische bzw. oligospezlfische Rezeptoren bereit. die je nach Erfordemis 

ter Linker eiwugt werden. Dabe, warden die Genfragmente. die fOr die Vh und C„1 Abschnitte der 
T^Tl \ """^ " '"'"^'^ Seeigneter synthetischer OiigonuWeotide wie In Tab 1 toSellS 

da^estem. dergestart verknUpft. daB der N-Tem-inus der V„ DSmane des f^AK b Ober einen P^tyS 
jacer m,t dem C-Termmus der Ch1 DomSne des MAK a kovalent verbunden ist (F.g. 1). orGentSlkt 
aus y„aC„1a-Polypept.dspacer-VHbC„1b wird zusammen mi, den Genen fOr die leichten Ce" d^ 
Antkoiper a und b .n eukaryontische Zelien ftansfiziert (z.B. Mausmyelomzellen). Die ChI a C„1^^ und 
4s 0^ Domanen sind so modifiziert. dafl an den KontaktflSchen der tenstanten DomSnen entg^Liw^ 
^rnTn"^""™'"!'!"" (CHlaCH)C.a(-): C„lb(-)C.b(.)) (. = positiv, - = negaL) bTihSs 
hydrophobe oderjeweils hydrophile Kontaktflachen gegenQberstehen Dadurch warden von S^n tISSJ^ 

iT.^.T^^j^T'"'' '^"""^ aus sch::rru;:rs!s 

n^y^n^- !. HIT "^'^P'^'f'^ft Antitumor-Antikorper. AntikBrper b fQr einen AntikorDer 

gegen emen niedemioiekularen Uganden. voraigsweise die Komplexone DTPA-^O oder ^^-vT ^ 
nnmsl °"9°^^^«scher Rezeptor bedeutet demnach eine gentechnische Konstruktion aus Vh und C„i 
B^rr'/S^SSTH^^^^^^ «^'9nete Unker. so daB die erfordeHich"e B^^gl 

lichkert zur Assoz.at.on mrt den konrespondierenden leichten Ketten gegeben und die Antigenbindung nicm 
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behindert ist. 



Belsplel1:Herstellung eines anti-DTPA-Y90 bzw. EDTA-Y90-MAK 

50 

gekoppelt 20 ug dieses Hapten-Carrier 2772-2781) beschriebenen Methodik kovalent 

ss . Tag bmit Freundsrem S^s 7^^^ 4 .^^^^^^^ 'T!!' IJ'""P'«'<^«'^ ^vurde. warden s.c. an 

21 mit PBS in Balb/c Maule iSrTAl T J ^l^'^^ '^'TP'ettem Freundschem Adjuvans und an Tag 



EP 0 404 097 A2 



Diese MAk binden im Gegensatz zu vielen anderen anti dtpa/phta mal • 

ro kryopraservierten Geweban ermittettwuS^Bn Stfensa; dleS^^^^ «"^'k " '''' 

Therapie ist somit mSgBch. ^^^''^^ ''er Diagnostik und 

En.^ck,ungdesEOTA.Y-AL'.^tSJ^^^^^^^^ ^^^^ ""^ '"^ ^'^ 

Beispiel 2: Herstellung und Expression eines V„1a C„1.Unker.V„1B C„l Genkonstruktes 

e. ^^^'z'z:^','^TmJtnrsT ^r^t^s-CLr:^. ...... 

PUC 18 Rasmus kton,.^ pg. 9,. sntsJSTortZlSi,!!^ """" 

m« IWert 5n,. ,0,. Es Jiil^SsS =-s9«*nW«»m Genlrag. 

UMn bel dem da, linker In^^ SJ^'^LJI? "^^-rewiMiaMlyse rtrt dar Kim Z 
Unto, und v„b Gen a, sl6,^,. "^^ "^^^ "bergang zwischen 

f^Mi„da,ncSis,n <il„rl,^„'^'^''' '^^ ^ oar «as 
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Fuaonsgen \f„^ C„1-Unker-VHb ChI mit der richtigen Orientierung alter Exons enthait (Rq 13) 
« K K r""* "^'^ zusammen mit Plasmiden. die die Gene fOr die leichten Ketten der Antikomer 
AnSmtri^M? 9^'9"^«;.^"ka^0"«sch9 Expressionszellen transfiziert. um das Antik5rper a Ffeb) 
AntikOrper b F(ab) Fusionsprotein auszuprSgen. . 

s 

Beispiel 3: Transfektion der leichten und schweren Ketten-Gene rweier verschiedener MAk (4 Gene) 

Die Isolierung von Immunglobulingenen let in der deutschen Patentanmeldung P 39 09 799.4 beschrie- 

XB^^rfl^JS^?" "T'^!!'" E'«kt^oP°^afion nach Linearisierung der Vektoren in 

X63Ag8.653 Mye!omzeIien transfiziert (H. Stopper et al.. Biochem. Biophys. Acta 800 (1987). 38-t4) d"o in 
Selektvmed,en ausgewachsenen Transfektome wurden auf Produktion von bispezifischem-monovalenter^ 
MAk .n einem spezrflschen RIA UberprOft. Dieser RIA bestand aus Festphasen-adsorbiertem W Tf 
ri^lt" H unspezifisohen "sites" durch Casein die zu testenden TransfektomOberst^nde 

gegeben wurden. Nach Zugabe von mH Y^o oder "--re komplexiertem DTPA oder EDTA und WegwSchen 
des Oberschusses konnten diejenlgen Transfektome. die bispezlfischen-monovalenten anti TAA x Srti EDTA 
MAk ausschieden. an einem ertiBhten radioaktiven Signal auf der Festphase detektiert werden 

Transfektom 9 wurde stafailisiert durch "limited dilution- Klonierung und in Zellkultur aufosbaut 
20 Zejkutturuber^nde wurden lOfach ankonzentriert. der MAk-Antell wurde oL Protein A 

ini^^lSLnl tJr"«T """^ '^'^ bispezifisch-monovalenL MaJ 

T^m^^m '^'°"^'^"^^"^^'^^'"C^^°'"«t°9^aphie gereinigt (J. Van Dijk et al.. Int J. Cancer 



.25 



40 
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Beispiel 4: Bioiogische Wirksamkelt 



Gereinlgtes. den bispezlfischen-monovalenten MAk (BW 431/26 x BW 2050/174) enthaitendes Protein 

bBgende Nacktmause mjiziert An Tag 27-30 erhielten die T.ere je 50 uCi EDTA-Y90 i.v. iniiziert Eine 2 

.il^Sf T " ^ '^^ 9'®'**^" "^^9^" ^'ss bispezifischen MAk 500 ug des MAk BW 

431/26 und. wie oben beschrieben. die EDTA-Y90-lnjektionen. 

PBS a~lmS:o^^^^^^ ""^ ^^^-^^ '"i*^-" von 

Das Tumowachstum wurde Qber 6 Wochen verfolgt. Die Injektion von EDTA-Y90 fOhrte in der Grupoe die 
mlfS'Sw"C«r'''^" ^ ^'Onifikanten TumorwachstumsinhibWon. wohSigegen 

^ 43J/26 ,n,«ierten und mit EDTA-Y90 behandelten Ttere keine TumorwachstumsinhtoiSon 
zeigten. im Vergleich zu den Tieren. die nur PBS ertiielten. 

ten SaT rj^" auf die selektiv? tumortherapeutische Wirksamkelt des bispezlfischen-monovalen- 
ten MAk in Kombmafon mK EDTA-Y90 als toxischem Prinzip hin. monovawn 

tumortherapeufsche Effekte werden durch die oligovalenten/bispeziflschen oder oligo- 
spezflschen Rezeptoren erhalten. da sie aufgrund der bivalenten Bindung an TAA ISnger am Turner 
vemerlen und somit der Ugand ebenfalls Bnger und In hSherer Konzentratlonen am Tum^ ^^roSTgehaZ 

B|s^| Optimierung der biologischen Wirksamkelt bi-oder oligospezifischer MakromolekDIe durch 
Aviditatserhohung des antl-Komplexonarmes. «™>»"w uuiwi 

l<«mnlL«nfl!^'lT^S' ^T'' "^^^ ^^^^"^ hydrophilen. sich exlrazellular verteilenden 

Komplexons am an«-Komplexonami des oligospezlfischen MakromolekDIs beeinfluflt. ist die AvIditSt dieses 
Mnes zum Komplexon. Die AviditSten von monoklonalen Antikorpem zu IhrBo en^redienin EpSn 
irZlfrp JT '''^ BindungsstSrken vielleicht nicht ausreS. um dS 

fTnlf^rS Radwlmmunlherapie notwendige Komplexonmasse am Tumor zu lokalisieren wuSe Z 
olgenden Beispiel die extrem starke Interaktlon des fos-Leucin-ReiflverschluBpeptlds (fos.Sd)^rdem 
Jun-Leoan-Reiflverschluflpeptid (jun-Peptid) genutzt (Erin K. O'Shera et al.. Science. 2^19^ ul dS 
k^nTenTuf^''*'* ™" Komplexonarm zu fbderen. Um diese starice fos-S Inte nren z^ 
kSnnen. muB vorzugswelse das fos-PeptId kovalent mit dem Komplexon piPA) irknOpftweln^ie™ 
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kann im ersten Schritt isothiocyanatobenzyl DTPA mit Hydrazin (oder einem Diaminoalkan) umqesetzl 
werden. Das so entstandene DTPA-Benzyl^hiocarbaad kann in einem 2. Schritt mit N-feamma-maleimido. 
butyor^Dxy)sucanlmid Oder einem Analogon zu DTPA-Benzyl-Oamma-maleimidobutyryl) thiocarbazid ur^- 
gesetzt werden In einem 3. Schritt wird dann diese Verbindung mit dem urn Glycin-Glycin-Cystein 
vertengerten os-Pept.d (Bild 1) Ober die freie SH^ruppe des aminoterminalen Cysteins verknupft dW so 
entetandene fos-Peptid-DT^^^ ^r6 in einem 4. Schritt mit Yttriumchlorid komplexien so 

entetendene fos-Peptd-DTPA-Y-Konjugatkomplex kann dann zur in vivo Anlagerung an den jun-peptid A^ 
des b.- Oder ol>gp^pez.fischen MakromolekOls benutzt v^rden. Nachfolgend ist die Synthese des oben 
vorskizzierten Beispiels im Detail beschrieben: y « ues ooen 

A) Hersteiiung des tos-EDTA-Y-Konjugat-Komplexes 
Schritt 1: 



Synthese von EDTA-Benzyl-ttiiocarijazid 

Hydraan gerOhrt. Dann wurde das Uasungsmittel im HocHvakuum entfernt. der Ruckstand Uber Phosphor- 
pentoxid im Hochvakuum getrocknet und schiieBlich lyophilisiert. Das Produkt wurde mit DOWEX WX 2 
(H+-Fomi) neutralisiert und emeut lyophilisiert (Ausbeute 28 mg). 

Schritl2: 



Synthese von EDTA-Benzyl-(ganrmia-maleimidobutyryl)thiocarbazid 

Das in Schritt 1 hergestellte ETPA-Benzyl-thiocait)azid (20 mg: 34 umol) und N-(gamma-Maleimidobu- 

ShlJ' D^r'"" H T = "^""-^ ' '^"9 wasserfreiem Dimethylfom,rd 

geruhrt. Dann wurde zur Trockne eingeengt und der RQckstand im Hochvakuum getrocknet. 

Schritt 8: 



^PP'""g ^ EDTA.BenzyKga mma-maleimidobutyryl)thiocaitazid an aminoterminale s Cystein im fos- 



.„nn rT^^H I ^®'^ ' '"^^ ^^"^^ 3-^) Phosphat-gepufferter KochsalzlS- 

sung (2 ml) wurde mrt einer Suspension des gemaB Schritt 2 gewonnenen Produktgemisches (4 mo) In 
DimethyKomiamid (400 ul) versetzt und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde dS Reaktionsg^ 
m,s«h aber eme Sephadex G15-SIule In Phosphat gapufferter Kochsalzlosung Gel-filtrien. ?as prSlS^ 
ge Buat wurde gesammeK und bei -30 C prSserviert (Ausbeute 42 mg). 



Schritt 3.1: 



AminosSuresequenz des fos-Peptds (\ |) mit N-tenninaler QGC VeriSngerung. 

^iS^Tl^ T'"', ^ ' ' ^P^9'"sSure. E = GlutaminsSure. G = Glycin I = 

Die Ongopeptidsynthese erfolgte mittels efnes automatischen Peptid-Synthesizers (Applied Biosystems 
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Model 430A) entsprechend der Merryfield Festphasen Methode (Stewart und Young. Solid Phase Synthesis 
Prerce Chemical Company. 2. Edition. Rockford III.) mil der tert-butyloxycarbonyi Schutzgruppe Die 
Oligopeptide warden von dem Phenylacetanrildomethylpolystyrene-TrSger abgespaften. Nach Abspaltuna 
der Schutzgruppen (Tom et al. 1983. J. Am. Chem. Soc. 105. 6442-6455) wurden die Oligopeptide Ober 
revereed phase Chromatographie (PepRPC-Saule. Pharmacia) wie bei Rivier et al. (J. Chromatography 288 
303-328. 1984) beschrieben gerelnigt 



Schritt4: 



10 



75 



';j^^?^^"""g £i!I2£ fos-Peptid-EDTA-Yttrium-Chefats mit einem nach Schritt 3 hergestellten fos-peptld-EDTA- 
Konjugates ■ — ■ 

i^no?^^-^"'^^n?M'^Mi^^'^^'*^'"® fos-Peptid-EDTA-Konjugat (4.2 mg) wurde gegen isotonische 
Kochsal2losung/0.1 M Natnumcitrat. pH 7.0. in einem Dialyseschlauch mit Ausschlufigrenze mw 1000 
(Spectrum) dialyslert und mit 6 mg Yttriumchlorid, die in 3 ml isotonischer Kochsal2l8sung«).i M Natriumcl- 
tral. pH 7.0. gelSst waren. versetzt. Nach 1 h wurde gegen Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung. rilckdialy- 
siert und die Chelatldsung bei -30 C prSserviert. Das Im obigen Beispiel beschriebene fos-Peptid-EDTA- 
Yttnum-Chelat wird dann als Ugand benutzt. urn mit hoher AviditSt an den jun-Peptid-Ami des bi- oder 
oligospezifischen MakromolekQIes zu binden. Die Konstrulction eines fOr diese Interaktion besondere gut 
geeigneten btspezifi$chen MakromolekOles ist im folgenden Beispiel beschrieben. 

25 B) Konstruktion des MAIc-jun FusionsmolekOles 

Die hier verwendeten Techniken wurden, wenn nicht anders angezeigt. aus Maniatis et al. (l^oratory 
Manual EMBL (1982). Heidelberg, und Sambrook (Molecular Cloning: A Laboratory Manual) entnommen. 
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Schritt 1: 



Bn humanes lgG3 C-Gen wurde aus einer humanen Genbank in EMBL 3 Phagen isolierl (A.M 
Frischauf et al., J. Mol. Biol. 170. 827-842. 1983 und Q.H.A. Seemann et aL. The EMBO Journal 5. 547-552 
1986). Aus diesem IgGS C-Gen wurde. wie in der deutschen Patentanmelduno P 3825615.0 beschrieben' 
eine l<onstruktion (D) hergestellt. die nur noch das CHI Exon und das erste Hinge Exon des lgG3 C-Qen^ 
enthSIt (Rg. 14). 

Aus der gleichen Genbank wurde. wie ebenfalls in der deutschen PatentanmeWung P 38256150 
beschneben. eln humanes HLA B27k Gen Isolieit Aus diesem HLA B27w Gen wurde ein Konstrukt (E) 
« hergestellt. das nur noch das C3 Exon und den 3' NT Bereich des HLA B27k Gens enthalt (Fig. 15). 

Schritt 2; 

<s Das CI Exon und der 3' NT Bereich des HLA B27k Gens wurden mit Xbai aus dem Plasmid E 
herausgeschnitten. das Fragment isollert und In die Xba1 Schnlttstelle des Konstruktes D kloniert Durch 
RestrikKonsanalyse und Nutdeinsiuresequenzanalyse wurde der Klon F Identifiziert. der das C3 Exon und 

^fif' ^^'^^ ^^^^^ 5'-3' Orientierung 3' vom lgG3 C-Gen Fragment 

entnalt (Fig. 16). 



Schritt 3: 



Das Insert des Klons. F wird unter Verwendung der Endonukleasen Hind III und Eco Rl aus dem 
65 Rjmid ausgeschnitten und zwischen die Hind III und Eco Rl Schnlttstellen eines M13mpl8 Doppelstrang 
^S)-Riagen kloniert Es wird der PhagenWon G isoliert. der das Antik8rper/HLA Fuslongenfragment enthSIt 
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Schritt 4: 



JO 



Vom Phagenklon G werden nach der Methcxle von T.A. Kunkel 1985 Proc Natl Acad «?ri«,«. 1 1 c « 

Pofymerase und T4 Ugase geschlossen. Nach Transformation in E. coli wurde durch RestriktionsanahTse 
mamm^resemr^^siy^ ein Phagenklon identifiziert (G). be! dean die Ssti RestriS^S 
am 5 Ende des Hinge Exons deletiert wurde. Gieichzeitig wurden am 3' Ende des Hinge ^^s 2^72!? 
und e,ne Sph1 Re^iktionsschnittstelie eingefQhrt (Rg. 18). 2ur Deletion der Sst1 S,nmS^^i^^^e ^ 



75 Schritt 5: 



30 



40 
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svnthl,^!!^- '^'^'^..^^s r^^genkions G wird mil Sphi vollstandig und mlt Ssti partiell gespalten Die 
synthetischen OI.gonukIeot.de Jun ! und Jun II CTab. 8) werden zu einem DoppelstTang FraomeM 

enMIt und fOr e.n Pepfd kodiert. das den Jun Leucin Zipper enthMIt (O'Shea et a!.. Science 245 

Ph^np^trnnf M ^^'^ '"'"9""""* "^"^ ""^^ Sphi Restriktionsschnittstellen des F* 

Phagenklons kloniert und der Phagenklon H identifiziert. der ein Genkonstrukt enthSlt. bei demV^nae 
Exon die Sequenz fur das Jun Zipper Peptid inseriert ist (Rg. 19). ^ 

Schritt 6: 

ten SSSll'! ?! p?^'" " '"^ Restrikfionsendonukleasen Hind III und Eco R. ausgeschnif 
Mn;»h T- 1 Polymerase aufgefullt und in einen Smal gespaitenen KsF Vektor (Strafaoene 1 1099 

^TJT" '2°^^ E« ^^''^ Piasmidklon I iSlSert de! 

rerraTH^^rZiirs^^^^^^^ °~ - - 

Scjiritt 7: 

Das AntikorpeiVJun^LA Fusionsgen wurde mit BamHl aus dem KS Klon Hi ausgeschnltten und In das 
Expre^jonsplasmid pABStop (Behringwerke AG) kloniert. welches ein spezlfisches funWi^etes ImmunoS 
bui.n V-Gen enthalt^ Das spezifische V-Gen wurde. wie in der Patentanmeldung P 3M97?9TbeS^^^ 
gewonnen. Es wurde das Expressionsplasmid I identifiziert. das das Antik6,T^r/JuS>u^^t^^^^ 
strukt in der korrekten Orientlerung hinter dem Vh Gen enthSIl (Rg 21) rusionsgenkon- 

Die Kotransformation des Plasmids I mit einem Plasmid. der das Gen fOr die leichte K«itfi h«c 
spez|fischen f^Ak enthSIt und einen Plasmid. der ein Resistenzgen trSgt Vhrt tr SLbn einL 

SSl'j"u^?'''' p 1? "'"9e Region zw^' J n Vp^r pS en^^^ 
wobel das Jun Zipper Peptid so verandert ist. dafi keine Homodimerbildung (Jun/Jun) mehr stSfinde^ 



Beispiel 6: 



50 
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durch reRetltive l.v.-lnJektion groBer Mengen von bi- oder oligospezifischen Rezeptoren (10 x 250 uo 
Rezeptor/Maus «r 10 Tage) sine weitgehende Durchdringung der gesamten Tumo-^se n Nac^au^ 
SSLT; ««« "i- Oder ongospezffischen Re^eptoren J^Zr 

s jafis^en Bindung an TAA fOr lange ZeltrSume (> 20 Tage) In groflen Mengen an der TumoSmem- 
SZi"" ''^ngen. Diese Befunde wurden mittels der indirekten alkalischen Phosphata- 

setechnik an toyopMservlerten DOnnschnitten von humanen Colon- und Pankreas:Tumor.XenograS ertit 

«.,.!S't?a ^^,!^ ^0 Tagen) wurden die bkKier oligospezifischen RezeptormolekUle 
Mm H ^'t'^'PT'' '^°""^'9«^«b«" ""d dem Blut durch Abbau und Ausscheidung bereS 
Urn diesen Bminatonszeitraum zu verkOrzen. wurde ein anti-idiotypischer MAk (anti Id), der nur mit dem 
nl H . "'t ^'^"'^'"^ o'igospeziflscher Reneptormolekaie reagiert. 24 Stunden nac^ 

Beendigung der 10 x Injekbon von bioder oligospezifischen Rezeptoren i.v. injiziert (1 x50 ua anti Id) 
D,ese einmahge In ektion bewlrkte eine beschieunigte BImination der ungebundenen bi- oder oligospezifi- 
schen RezeptomiolekOle aus dem Blut und elne schnellere Metabolisierung in Leber und Milz ' 

Aufgrund dieser Manipulation kann die Injektion des Komplexons (EDTA-Y90) schon 4 Taae nach 
Beend.gung der Penetrations- und Bindungsphase des bi- oder oligospezifischen Rezeptors erfolgen Aus 
diesen Untersuchungen leltet sich folgendes Behandlungsschema (fiir Nacktmause) ab: 

a) Tag 1-10. i.v. Injektion von je 1x250 ug bi- oder oligospezifischem Rezeptor 

b) Tag 1 1 . i.v. Injektion von 1 x50 tig anti Id 

c) Tag 14. 1.v. Injektion einer therapeutischeen Dosis von EDTA-Y90. 

Aufgrund vergleichender immunszintigraphischer Daten in Nacktmausen brw. TumorpatiBnten soIHe 
d,eses schema auch fUr die Tumortherapie im Menschen geeignet sein. Allerdings beweJ^nTh d e im 
Humansys^em zu injizierenden Mengen in eIner anderen GrOflenordnung. lOx 5-10 g bispez. Rezeotor 1x1 
9 anti Id. Die Injektion des anti id ist fiir die Therapieniohtzwingend. pez.rtezeptor.ixi 

AnIage la 



Quantitative Inhibition-EUSA fOr MAk durch DTPA bzw. EDTA Komplexe 

Material: Teilbare 96-well Polystyrol Mikrotitetplatten (U-Form) Typ B. Fa. Nunc Nr 4-60445 
DRQ u ^ * *'?'Ull^!!?^":?^u'" ^ ^n^'-DTPA-HSA 19-Konjugat mit einer Konz. von 1 ug Konjugat pro ml 
PBS.pH7.2.pipettlertund0berNachtbeiRaumlemperatur(RT)inkubiert. JUQaxpromi 

2) Der Oberstand wird abgesaugt und 3x mit 0.05 M Tris-Citrat- Puffer. dH 74 fWaschlso l) 
gewaschen: (1x waschen = 250 ul Wasohlosung pro well einfOllen. 2 min stehen lessen. aUaligen) 

3) Wenn die Mikrotlterplatte nieht direkt benStlgt wird. wird sie Ober Nacht auf Zellstoff bei RT 
jehenge a^en <^nung nach unten). Danach wird die Platte in Foiien mit Trockenpatronen eingeschweiflt 
(Fa Gaplast Postfach 529 8100 Gamiisch-Partenkirchen). Unter diesen Bedingungen sind die PteZbe 
+4 C mindestens 8 Wochen haltbar. voi 

4) 250 ul Blocklosung werden pro well aufgetragen und 30 min bei 37* C inkubierL 

KompetXT/SiX"" HybridomOberstandes mit dem 

-.^rH-nl^"" Jc^^*! testenden. entsprechend vorverdUnnten und vorinkubierten HybridomaOberstanden 
werden pro well 50 ttl aufgetragen und 30 min bei RTinkubiert «»"««r5ianaen 
7) AnschliejJend wird 3x mit Waschlosung 2 gewaschen. 

tPr 7iiit«1!'^^^?'lT'*'!l..^° BlocklSsung verdOnnter. mit alkalischer Phosphatase markier- 

ter Zlege anti Maus lgG,-Antik8rper pro well aufgetragen und 30 min bei RT inkubiert 

9) Danach winJ 3x mit Waschlosung fQr Enzygnost gewaschen. 

10) AnschlieBend werden 50 ul 0.1 mM NADP zugegeben. 

11) Danach wird 30 min bei RT inkubiert 

12) waiirend der Inkubation mit NADP wird das Verstarkersystem wie folgt angesetzt: 

13) 50 m dieses Verstarkersystems werden pro well zugegeben 

15) Die BdlnklkxM mrdei. tol m bn TnoTTEK" MULTOOAN vemuusen. Ms Blankwen 
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""''T.^ ""l^T Verstarkerlosung und 100 ul 0.1 N H2SO4 eingesetzl 

NADP - Fa. Sigma BestNr. N-0505 y^^^i^i. 

INT - Fa Sigma BestNr. 1-8377 

ADH - Fa. Sigma Best.Nr. A-3263 

DIAPHORASE - Fa. Sigma Best.Nr. D-2381 

Waschlosung 2 - Fa Behring, BestNr. OSEW96 

enthalt Tween/PBS 



TO Blocklosung: 

Herstellung von 0.1 mM NADP: 

Herstellung von INT (P-IODO NITROTETRAZOLIUM Violet)- 
20 2.5 mg/ml 30%igem Ethane! Im Ultraschallbad losen; itnmer frisch ansetzen 
nersteliung von CKaphorase: 

1 mg Diaphorase/ml PBS. pH 7.2, wird portioniert bei -20 * C gelaaert. 
Herstellung von Alkoholdehydrogenase: 
^ 0.5 mg ADH/ml PBS. pH 7.2. werden portioniert bei -20* C gelagert. 

Aniage 1b 



30 Vorinkubation des Hybrido'muberstandes mit dem Kompetitor 

Umrechnung von Gramm in Mol: 
ISOOOOg- 1 Mol MAk 
1.25x10-5 g-xMoI 
1.25ug = X = 8.33 10"« Mol 

" Kon^entSo^vo; Sx";^^^^^^^ T"" "^'^^ ^ HybridomOberstand .it einer 

8.33 X 10-« Ul gegebene^^^ ' ^^''^^'^ Konzentration von 

Der HybridomOberstand wird mit 100 OOOfachsm 50 OOOfaehem in nrmfa^h^™ c /»An . u 

Aniage 1c 

50 

Egeugung der DTPA- bzw. EDTA-Komplexe 

sung in bidest (siehe^lage'd) SI^^^^^^^^^ ^0 '"M CadmiumsulfatlS- 

inkubiert Zumlschung von 10 ul dieser Ko^l^JS^r D^'^t'^'^tosung in bidest lOr 5' bei RT 
ng von 10 Ul dieser Kompetitorlosung zu dem HybridomOberstand fOhrt zu einem 
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Kompetto^ 2u MAk Verhaltnisse wurden dadurch erzielt. dafl die Kompetitortosung entsprechend dem 
gewCnschten molaren Uberschu/J (siehe Anbge lb) in der jeweiligen SablonenlSsung vertOnrt wurde 

Aniage Id 



JO 



Quelle und rgjgvante physicochemische Parameter der eingesetzten Metallionen 
Von folgenden Metallionen wurden I0m molare LBsungen in bidest hergestellt: 





Manganchlorid (?) 


MG 161.88 




75 


Fa. Merck 


Nr. 5934 


lonenradius Mn: 80 pm 




Cadmiumsulfate 


MG 256.5 




Riedel de Haen 


Nr. 31145 


lonenradius Cd: 97 pnri 




Zinkchlorid 


MG 136,28 




Fa. Merck 


Nr. 8816 


lonenradius Zn: 74 pm 


20 


Kupfersulfat 


Mg 159.61 




Fa Riedei de Haen 


Nr. 31294 


lonenradius Cu: 96 pm 




Yttriumchlorid 


MG 303.36 




Fa. Aldrich 


Nr. 20,491-9 


lonenradius Y: 92 pm 




Blei(il)-nitrat 


MG331.20 


25 


Fa. Riedei de Haen 


Nr. 31 137 


lonenradius Pb: 120 pm 
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Quantitaliver InhibMonstest von MAk durch DTPA taw. EDTA 



35 



molarer Oberschufi an Kompetitor der zu 50 % Inhibition der Bindung an das Festpliasenantigen fOiirL 



MAK-Nr. 



2050/174 
2050/531 
2050^2 
2050/534 
2050^ 



DTPA-Y 



10* 
5x10* 

5x10* 
5x10* 
10* 



DTPA 



103 
103 
103 

103 
102 



DTPA-Mn 



102 
10* 
1(P 
102 

102 



45 



DTPA-Cd 



102 
102 
102 

102 
102 



DTPA-2n 



5x103 
5x103 
5x103 
5x103 

103 



DTPA-Cu 



5x103 
5x103 
5x103 

5x'03 

103 



MAK-Nr. 


DTPA-Pb 


1.2.Diaminoethan 


Transaconitsaure 


EDTA-Y 


EDTA 


EDTA-Mn 


2050/174 
2050/531 
2050/532 
2050)534 
2050/535 


103 
5x103 
5x103 
5x103 

103 


keine Inhibition bis 10^ 

n 
n 
n 

n 


kelne Inhibition bis 10^ 
« 

« 

m 
n 


102 
103 
102 
102 
10* 


103 
103 
103 

103 
102 


103 
103 

103 
102 
102 



50 



55 
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MAK-Nr. 


EDTA-Cd 


EDTA-2n 


EDTA-Cu 


2050/174 


102 


103 


103 




4na 

10'* 


103 


10^ 


2050^32 


103 


103 


5x103 


2050/534 


102 


103 


103 


2050.^35 


10* 


102 


10* 



EDTA-Pb 

5x103 

10* 

10^ 
5x103 

10* 



Tab. 1 . 

Peptidlinker mit dazugehorigen Nukleotidsequenzen 



5, EPKSCGGEAAPA 
+ CTCTCTGCA6AGCCCAAATCTTGTGGCGGCGAGGCAGCTCCCGCAG 
~ 3' ^^^^CGTCTCGGGTTTAGAACACCGCCGCTCCGTCGAGGGCGTC 

AAPAAAAAGGQVQLQ E S 
CTGCACCCGCAGCAGCCGCAGCAGGCGGGCAGGTCCAACTGCAGGAGAGC ^ 
GACGTGGGCGTCGTCGGCGTCGrCCGCCCGTCCAGGTTGACGTCCTCTCG 5 



+ = kodierender Strang 
- = komplementarer Strang 
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Tab. 2 MAK A 
VH 

30 40 50 60 



260 270 280 • 290 300 



250 |^?~^'^^^«e*«^«^TikmTiCTaaiu^ 



VK 



-^10 220 230 240 



QWSSNPLTFGAGTlfTPT 
260 270 280 290 



25 



30 
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yab. 3 MAK B 
VH 



^" 30 40 50 60 



'0 90 100 110 120 



JS " 150 160 170 180 



20 '^"'^ 210 220 230 240 



270 280 290 300 



HWYF DVMGAGTTVTV*; q 
CACTGGTACTTCCaTGICTGGGGCGCAfi^ 

"^■^0 320 330 340 350 



VK 

30 40 50 • 60 



210 220 230 240 
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.^ab. 4 MAK C 
VH 

cL;LL^gcL:2gtctgL:?i<^tgg^ 

20 30 40 50 60 



80 90 100 110 120 



cctg^gc|gI:ctt(^gtL^^ 

"0 150 160 170 180 

NEKFKGKATLTSDK«;Q cm*« 

MELSSlTSEDSSVYYcsMf-» 

G G D Y.W GQGTTVTVSS 

GGGGGTGACIACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA 
310 320 330 340 

VK 

20 30 40 50 60 

SASSSVSyMHWYOOK«? r'T e« 
i^STGCCAGCTCAAGTGTAftGTTACATGCft^^ 



150 160 170 180 



^'O 270 280 290 300 



EP 0 404 097 A2 



Tab. 5 MAK D 
VH 



AESGPGLVRLTSLSITCTVS 
GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTaSTGOSCCTCACGAGCCTGTCCATCACOT^ 

^" 20 30 40 50 60 

GFSLI SYGVHWVRQPPGKGT 
GGCTTTTCATTAATrJ«3TTATGGrGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAG 

^0 80 90 100 110 120 

EWLGVIWAGGSTNYNS ALMS 
GAGTCGCTGGGAGTJATATGGGCAGGTGGAAGCACaAATTATAATTCGGCTCTCATGTCC 
-30 140 150 160 170 180 

RLSISKDNSKSQVFLKMNSL 
AGACTGAGCATCfiGCAAAGAOACTCCAAfiaGCCAA^ 

200 210 220 230. 240 

QTGDTAIYYCARGGDDYDGF 
CAAACTGGTGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAGGGGGGGATGATTACG^^ 

250 260 270 280 290 300 

AYWGQGTTVTVSSGES 
GCTTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCX;rCAGGTGAGTCC 
310 320 330 340 



VK 

LTQSPSSLA VSAGEKVTMSC 
CTGRCCCAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTO^GaiGGAGAGAAGGTCACTAT^^ 

10 20 30 40 50 60 

KSSQSLLSSTKRKNYLAWYO 
AAATCO^TCAGAGTCTGCTCAGCAGTAOAAGaaAaGAA^ 

70 80 90 100 110 120 

QKPGQSPKLLIYWASTRESG 
CAGRAACCaGGTCAGTCTCrTAJ^ACTGATCTACTGGGCATCCACTC^ 

130 140 ISO 160 170 180 

yPDRFTGSGSGTDFTLTl«;<: 
GTCCCTGATaxrXTCACAGGCAGTGGRTCTGGGACaGMTTCAaX^^ 

ISO 200 210 220 230 240 

VQAEDLAVYYCKQSYNLR AF 
GTGOlGGCTGaAGACCTGGCAGTTmTACTGCAAAaATCTTATAATCTTC^ 

250 260 270 280 290 300 

GGGTKLEIK 
GGTGGAGG{aOCaAGCTGGAGATCaAA 
310 320 
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Tab. 6 

Mutagens Oligonukteotide: 

1) 5'CTTACCTGGG.CATGCCCCGA.GCTCCCGTGG.GCATG-ra' 

2) 5 AGTGGG6TTT.TCAGCTCTQCA6AG3' 

Tabelle 7 



k A /Ks ir\ /(\ L\ ^\ o\ f\ f\ lf\r\C 



AGAGCTCAAA.ACCCCACTTG.GTGACACAAC.TCACACATGC 
T 
G 



Mutierte s Hinoe Exon; 



CCACGGIGCCCAGGT 
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Tab. 8 



Jun I Oligonukleotid 

5 • CTACGCTCGG. CTAGAGGAAA. AAGTGAAAAC. 
CTTGAAAGCG. CAAAACTCC6. AGCTGGCATC. 
CACGGCCAAC.ATGCTCAGGG.AACAGGTGGC. 
ACAGCTTAAG . CAGAAAGTCA . TGAACCACCG . 
ACCTGCATB3 ' . 



Jun II Oligonukleotid 

5 • CAGGTCGGTG . GTTCATGACT . TTCTGCTTAA . 
GCTGTGCCAC . CTGTTCCCTG , AGCATGTTGG 
CCGTGGATGC . CAGCTCGGAG . TTTTGCGCTT . 
TCAAGGTTTT . CACTTTTTCC . TCTAGCCGAG , 
CGATGAGCT3 • . 
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Forme 1 i 

DTPA 




25 



SO 



Pofmel 2 



35 



40 



45 



SO 



Isothiocyanatobenzyl-DTPA 




55 



AnsprUche 

Hn.I'r^^'^^'^^^^! oligospezifische mono- Oder oHgovalente Rezeptoren, oentechnisch erhMltlich 
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e,.;j2hTSrb'e.r"'' ' ^ eine SpezifitSl Katal^ische oder 

h.«,l*„r!*''*°'^" ^^P™"*' ^' '^'^"'^ gekennzeichnet. dafl eine Spezifitat gegen animate oder 
humane tumorassoz„erte Antigene gerlchtet ist und eine andere Spezifitat gegen ein.Lmplsxon gericC 

Knmnio^n^'^-K"^? ^^'f""^ ^' '^^'^""'^ Qekennzeichnet daB die Komplexonbindung am Rezeptor- 
IComplexon-Arm uber fos-jun Interaktion erfolgt rn^epwr 

6 Rezeptoren nach Anspruch 1. 2. 4 oder 5. dadurch gekennzeichnet. daB eine SpezifitSt von den 
monoklonaien Antkorpem mit den variablen Regionen gemafl Tab. 2. 3. 4 oder 5 stammt 

BindunSSToCersSr ^'^ 

Bind'anSr:o::Sers!nT ' '''''''' ^ekennzeichnet. da« bei .wei Spe.ntSten 4 

„-n!* "^^ ^^'^'^ ^' 2. 4. 5. Oder 6. dadurch gekennzeichnet. dafl bei dre. Spezifltaten eine 

gegen Tumore genchtet ist und die beiden anderen in unterschiedlicher Weise gegen DTPA oder ED-?a 
Q6ncni6T sino. 

nPt 'n^nnlTV"' Hersteilung von Rezeptoren nach Anspruch 1. 2, 3. 4. 5 oder 6. dadurch gekennzeich- 
net dafl d.e Tur die schweren Ketten-Antikorperteile l«)die,enden DNA-Fragmente mittels Unker verbunden 
und n emem Expressionssystem zusammen mit den Genen fUr die leichten Ketten exprimiert werden 

1 1 . Rezeptoren nach Anspruch 1 bis 9 als Arzneimittel. 
PatentansprDche iOr folgende Vertragsstaaten: ES und QR 

1. Verfahren zur gentechnischen Hersteilung eines bispezifischen oder oligospezifischen mono- oder 
o^govatenten Rezeptors dadurch gekennzelchnet. dafi die fUr dte schweren KettLLkorperLirkodieren- 

rar dfe^STpt ""^^ ^'"^^ ^^o^'- ^usammen mit den Genen 

tor die leichten Ketten expnmiert werden. ««"ion 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB eine Spezifitat gegen animale Oder 
humane tumorassoziieite Antigene genchtet ist. animate ooer 

sche^A^JS teS' '^^^'^'^ "'"''"''^ S«'^«""^«'^hnet. dafl eine SpezifitSt katalytische oder enzymati- 

h.™l' ^f^'®" '^^'^ ^' gekennzeichnet. daB eine Spezifitat gegen animale oder 

^ane tumorassoznerte Antigene gerichtet ist und eine andere SpezifitSt gegen ein KomptexoITgeri^t! 

■fn^ri. '^spruch 4. dadurch gekennzeichnet. daB die Komplexonbindung am Rezeptor- 

Komplawn-Arm liber fos-iunlnteraktion erfolgt a ««n nezepior 

6 Verfahren nach Anspruch 1. 2. 4 oder 5. dadurch gekennzeichnet. daB eine SpezifitSt von den 
monoklonaien Antikorpem mit den variablen Regionen gemSB Tab. 2. 3. 4 oder 5 stammt 



EP 0 404 097 A2 




EP 0 404 097 A2 



CO 



CO 
CO 



CD 



EP 0 404 097 A2 




EP 0 404 097 A2 



Psti 



FIG.5 
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FIG.6 
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FIG.IO 
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FIG. 11 
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FI6.16 
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FIG. 17 
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FIG.18 



Sstl 
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FIG. 21 




